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@ Verfahren zur Diagnose und Analyse von Kolonkarzinomen 

(57) Gegenstand dar Erfindung ist ein Verfahren zur Diagnose 
aufcerhalb des menschlichen Korpers und/oder Analyse von 
Kolonkarzinomen. Das Verfahren ist dadurch gekennzeich- 
net daB es auf dem Nachweis und/oder der duantifiz.erung 
der' Expression varianter CD4A-Moiekule beruht, insbesonde- 
re solcher CD44-Varianten, die das Exon v6 expnmieren Das 
Verfahren kann zweckmafcig unter Verwendung von Antikor- 
pern an Proben, beispielsweise Gewebsschnitten von Biop- 
siemateriBirdurchgefuhrt werden, insbesondere mit Antikor- 
pern gegan ein durch Exon v6 kodiertes Epitop. 
Das Verfahren hat diagnostischen und prognostischen Wert - 
Es errnoglicht die Abschatzung des Tumorstadiums annand . 
eines molekularen Markers und gibt damit AnhaUspunkte fur 
die Gesamtuberlebenszeit und das Metastasierungsr.siko. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Analyse und/oder Diagnose Tumoren, insbesondere von Kolonkarzino- 
men, Mittel fur soiche Verfahren sowie deren Verwendung. 

Es wurde kurzlich gezeigt. daQ die Expression von Varianten des Oberflachen-Glykoproteins CD44 notwen- 
dig und hinreichend ist, urn sogenanntes spontanes metastatisches Verhalten sowohl in einer nicht-metastasie- 
renden Pankreas-Adenokarzinorn-Zeliinie der Ratte als auch in einer nicht-metastasierenden Fibrosarkom-Zell- 
linie der Ratte auszuldsen (GQnthert et al, 1991). Wahrend die kleinste CD44-Isoform,die Standardform CD44s. 
in einer Reihe verschiedener Gewebe. darunter Epithelzellen, ubiquitar exprimiert wird, werden bestimmte 
SpleiBvarianten von CD44 (CD44v) nur auf einer Untergruppe von Epithelzellen exprimiert Die CD44-Vanan- 
ten werden durch alternatives SpleiBen so erzeugt, daB die Sequenzen von 10 Exons (vl— ylO) in CD44s 
komplett ausgeschnitten werden, jedoch in den groBeren Varianten in verschiedenen Kombinationen vorkom- 
men konnen (Screaton et al„ 1992; Tolg et aL 1993; Hofmann et aU 1991). Die Varianten unterscheiden sich 
dadurch,daB an einer bestimmten Stelle des extrazellularen Teils des Proteins unterschiedliche Arninosaurese- 
quenzen inseriert sind. Soiche Varianten konnten in verschiedenen menschiichen Tumorzellen und in menschii- 
chem Tumorgewebe nachgewiesen werden. So wurde kurzlich die Expression von CD44- Varianten irn Verlauf 
der kolorektalen Karzinogenese untersucht (Heider et al. 1993). Die Expression von CD44- Varianten fehltin' 
normalem menschlichem Kolonepithel und nureine schwache Expression ist in den prolifenerenden Zellen der 
Krypten nachweisbar. In spateren Stadien der Tumorprogression. z. B. in Adenokarzinomen, expnmieren alle 
20 malignen Entariungen Varianten von CD44. " ~. j A i 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war. die Entwicklung von neuen Verfahren zur Diagnose und Analyse 
von Kolonkarzinomen sowie die Bereitstellung von Mitteln fur soiche Verfahren. 

Diese Aufgabe konnte mit der vorliegenden Erfindung gelost werden. Sie betrifft ein Verfahren zur Diagnose 
und/oder Analyse von Tumoren, insbesondere Kolonkarzinomen; das dadurch gekennzeichnet ist, daB vanantes 
CD44 als molekularer Marker verwendet wird. Der Nachweis varianter CD44-MoIekQle kann auf Proteinebene 
mittels Antikorpern oder auf Nukleinsaureebene mittels Nukleinsauresonden erfolgen. Die Erfindung betrifft 
demzufolge auch Antikorper und Nukleinsauren, die als Sonden fur soiche Verfahren geeignet sind, die Verwen- 
dung solcher Antikorper und Nukleinsauren zur Diagnose und Analyse von Tumoren, insbesondere von Kolon- 
karzinomen, sowie Verfahren zu ihrer Herstellung. Bevorzugt sind Verfahren der Untersuchung der Expression 
von Molekulen, die das Exon v6 enthalten bzw. von Molekulen, die Aminosauresequenzen enthalten, die durch 
das Exon v6 kodiert werden. Entsprechend betrifft die Erfindung bevorzugt auch Nukleinsauren, die mit dem 
Exon v6 hybridisieren konnen, Antikorper gegen Epitope, die von Exon v6 kodiert werden und die Verwendung 
solcher Nukleinsauren und Antikorper. Besonders bevorzugt sind Verfahren zur Untersuchung des Tumorsta- 
diums eines Kolonkarzinoms, bei dem die v6-Expression untersucht wird 

Die Nuklein- und Aminosauresequenz des varianten Teils des CD44-Gens ist bekannt (Hofmann et aU 1991, 
Tolg et al., 1993, Screaton et aU 1992). Die Existenz degenerierter Oder alleler Varianten ist fur die Ausfuhrung 
der Erfindung nicht von Bedeutung; soiche Varianten sind daher ausdrucklich mit eingeschlossen. Die Sequenz 
von Exon v6 
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Q A T P S S T T E E T A T Q 
TC CAG GCA ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT ACC CAG 



K , E Q W F G N ■ . R W H E G Y R Q 

45 ■ AAG GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT . GAG GGA TAT CGC CAA 

T P R-E D S.H S'T T G T A 

ACA CCC AGA GAA GAC TCC CAT TCG ACA ACA GGG ACA GCT G 



(einschlieBlich des Gegenstranges der dargestellten Nukleotidsequenz) ist besonders bevorzugt. Als Mittel, um 
die Erfindung auszufuhren, konnen Antikorper dienen, insbesondere soiche, die gegen Epitope innerhalb der 
Aminosauresequenz von Exon v6, besonders bevorzugt innerhalb der Sequenz 

TTEETATQKEQWFGNRWHEGYRQTPRED 

gerichtet sind. Besonders bevorzugt sind monoklonale Antikorper. Fur das erfindungsgemaBe Verfahren konnen 
jedoch auch andere Antikorpermolekule verwendet werden, z. B. Fab- oder F(ab') 2 - Fragment e von Immunglo- 
bulinen, rekombinant hergestellte single-chain-Antikorper (scFv), chimare bzw. humanisterte Antikorper sowte 
andere Molekule, die spezifisch an Epitope binden, die durch Exon v6 kodiert werden. Die Herstellung von 
Antikorpern gegen bekannte Aminosauresequenzen kann nach an sich bekannten Methoden erfolgen (Catty, 
1989). Beispielsweise kann ein Peptid dieser Sequenz synthetisch hergestellt und als Antigen in emem lmmunisie- 
rungsprotokoll eingesetzt werden. Ein anderer Weg ist die Herstellung eines Fusionsproteins das die gewunscn- 
65 te Aminosauresequenz enthalt, indem eine Nukleinsaure (die synthetisch oder z. B. durch Polymerase-Kettenre- 
aktion (PCR) aus einer geeigneten Probe hergestellt werden kann), die fur diese Sequenz ^odiert, in einen 
Exoressionsvektor integriert und das Fusionsprotein in einem Wirtsorganismus exprimiert wird. Das g e g eDe ; 
nenfalls gereinigte Fusionsprotein kann danri ais Antigen in einem Immunisiemngsprotokoll eingesetzt una 
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Insert soezifische Antikorper oder. im Falle monoklonaler Antikorper, Hyfaridome. die insert spezifische Anti- 
^r^^mt^Z^isn^ Verfahren selektiert werden. Solche Verfahren smd Stand der Techn.k. 
S e, a?7 t993)'und Koopman et al. (1993) beschreiben die Herstellung von Amikorpern gegen vanante 
En tone von , CdS Ebenfalls als Mittel zur Ausfuhrung konnen Nukleinsauren dienen. die nut varianten Exons, 
fnsbesondere , JS^ySSSen. insbesondere solche mil einer Homologie von mehr als 80% zur en«prechenden , 
SonSuMi. Die : Herstellung solcher Nukleinsauren kann nach an sich bekannten Methoden erfolgen. 

Di Ausf QhruM de erf.ndungsgemaBen Verfahrens zur Diagnose und/oder Analyse von Tumoren. .nsbeson- 
dere vo* f^lLnl^en. kfnn zweckmaBig durch Untersuchungen von aus dem Korper entnornmenen 
P^™b^^S^UopsieiU erfolgen. Vorteilhaft konnen dabei die erfindungsgemaBen M.ttel y e ^^"" 
dT^trSSSl^ konnen Gewebsschnitte immunhistochemisch mil den erfindungsgemaBen Ant.kor- 10 
per Tmh Jn sich bekannten Methoden untersucht werden. Aus Gewebeproben gewonnene Extrakte konnen 
TernerrntaXeni^uno 

beispielsweise in Western Blots. Enzyme-linked Immunosorbent Assays < EL1SA >- R n ad '°' m ™^ 
oder venvandten Immunoassays. Der Nachweis der Expression vananter Exons kann auch i auf Nukleinsaure . 
' ebene erfolgen be spielsweise durch Hybridisierung von aus Gewebeproben gewonnener RNA (Northern Blot) 15 
ode" revSfransk rib erter und PCR-amplifizierter RNA mit geeigneten Proben. oder durch Hybndis.erung von 
tfukleinSre in Gewebsschnmen mit geeigneten Proben (in-situ-Hybridisierung) D.e Untersuchunger , kdn- 
nen iS erfolgen. Durch Nachweis und/oder Quantifizierung der Expres- 

sion q var anter' C^gitope erhobene Daten konnen so in die Diagnose und Prognose e.nn.eBea Vorte.lhatt 
kann dabei die .Combination mit anderen prognostischen Parame.ern se.n etwa m, ^r Grad^erung ■ 

Die erfindungsgemaBen Verfahren und Mittel e.gnen s.ch hervorragend zur D.agnose und/oder Analyse von 

TU Ke7n^Sw^ Gewebeproben ergab eine different.el.e Expression von varian- 

K *£wto^£%™*te kolorektaler Mucosa, adenomatosen Polypen und kolorektalen f arzjnomen 
^ g 2).7m normaten Kolonepithe. 1st die Expression von CD44-Proteinen begrenz^ Nur ^ ^J-g 1 ^ 
bung an der Kryptenbasis zeigte sich in der Anfarbung m.t emem monoklonalen Antikorper mAb , NKJ I Ki ) 
gegfn den N-ter^inalen konstanten Anteil von CD44. Ein ahnliches Express.onsmuster wurde fur d.e Ep.tope 
beobachtet die durch die Exons v8— vIO kodiert werden. . - • \. /c - o\ u/;<> 

Snreiion Siderer varianter Exons <v3-v7) war in normalem Kolonepithel nicht nachwe.sbar (F.g. 2) W.e 
da hiorma™ Kolonepithel so exprimieren kolorektale Tumoren ebenfalls SpieiBvar.anten, d.e die Exons 
v8-v?renthaher ° Die Expression ist jedoch viel starker und nicht mehr auf die Krypten begrenzt. Daruber 
hfnaus werden in Tumorenzusatzliche Varianten gef unden. die im norma.en ^^^^^S^A - 
Diese Oberexpression und zunehmende Vielfalt von CD44- Varianten w.rd bere.ts in sehr Fruhen Stad.en der 
Elorektale^ ^Tumorprogression beobachtet, z. B. in fruhen Adenomen, die zusatzl eh zu den Exons v|- v C zum 
SSten TeH CD44-lsoforn,en exprimieren. die v5 enthalten (Fig. 2). In we.ter fortgeschnttenen Stad.en der 
kolorektalen ^morprogression. Ik in fortgeschrittenen Polypen und invasiven Karzmomen, n.mmr das Aus- 
maB der Expression von v5-enthaltenden CD44- Varianten zu. Uberraschend war jedoch, daB d.e.Tumorprogres- , 
^on stark mi der ^ 

na^hweisbTr in L"er der normalen Kolonproben. in 9% der fruhen Polypen, .n 45% der fortgeschnttenen . 
Po^n und in 67% der invasiven Karzinome. (Chi-square 1 df p < 0.0001 > Daruber h.naus war d.e Expression; 
von vl"n Karzinomen signifikant korrelien zum Dukes-Stadium. Wahrend der Ante, pos.t.ver Proben m den 
n?ch. ^metasta^h^n ^Dukes A und B Tumoren 52% betrug, war er^83% in der metastatischen Dukes C/D-Grup-'. 
oe K™£Z?i^P<0A5). Zusatzlichkonnte beobachtet werden. daB die Uberexpress.on v6 enthaltender 
Cd£ soformen wahrend der Tumorprogression nicht nur durch die steigende Zahl pos.t.ver FaHe renekferi 
winder ^aih durch eine zunehmende Zahl positiver Zellen innerhalb eines Tumor sow.e durch e,n hohcrea 
Exnressionsniveau (starkere Anfarbung der Zellen). Die fokale Express.on von v6 m Adenomen war m.t einem 
weitere^ ^Par^meter der Tumorprogrefsion korreiiert. dem histologischen Tumorgrad. wobe. .n ke.nem von 17 
Idenomen mit niedrigem. jedoch 5 von 6 Adenomen mit hohem Grad v6-Express.on pos.uv war. 

rnfo™ a tionen ?bef d?e ^6-Expression. wie sie z. B. durch routinemaBige [mmunh.stochem.e erhalten werden 
konnerkoren^lso "Jen des Qberraschenden Zusammenhangs speziei. der v6-Expr = m It demTum orsta- 
diumwertvolleErkenntnissefiir Diagnose und Prognose von Kolonkarz.nomen ermogl.chen. 
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Abbildungen 



Fig. I : Schematise Darstellung einer CD44-SpleiBvariante. Diese beispielhaf te , Variante ^' ^^^ 
Exonseauenzen an der einzigen lnsertionsstelle.Schwarze oder schraff.erte Kasten symbolisieren CD44 Man 
A*?d^au?n?en(CD44s) Das polyklonale Antiserum (anti-CD44v) reagiert mit e.nem baktenellen Fusionspro- 
t^™^^ Exo'ns v3 bis vIO kodiert wird angezeigt dure* .der ^ C^v^. anderen 

Balken zeigen die Lokalisierung der Epitope der monoklonalen Antikorper VFF4, VFF7, VFF8, V>b9, Vhni, 
VFF1 4 und VFF1 6 an. Alle monoklonalen Antikorper smd exonspeziftscn. ^„„ M ;«n Fr 

Fig " Ixpressfon varianter CD44-Exons in verschiedenen Stadien der kolorektalen Tumorprogress.on. Er- 
gebniss'e aus irhmunhistochemischen Anfarbungen von Gewebsschn.tten (Be.sp.el 2). 
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Medical Center, Universitat Amsterdam, Niederiande, entnommen. 

Kolorektale Karzinome (n = 39) wurden nach der Kiassifikation von Dukes ( 1 937, 1 980) in Siadien eingeteilt, in 
Dukes A (n = 9), Krankheit beschrankt auf die Darmwand; Dukes B (n = 14), Ausdehnung uber die Muskelschicht 
hinaus ohne Metastasierung; Dukes C/D (n = 16), Tumoren mil regionalen bzw. Fernmetastasen. Adenome 
5 wurden unterteilt in fruhe Adenome (Durchmesser < 1 cm, n^ II) und spate Adenome (Durchmesser > 1 cm, 
n = 1 2) und wurden als niedrig oder hoch differenziert nach Standardkriterien gradiert. 

. Beispiel 1 

io > Herstellung der Antikorper gegen Epitope, die von varianten Exonsequenzen des CD44-Gens kodiert werden 

Klonierung von pGEX-Fusionsproteinen 

Die gesamte variante Region des HPKIl-Typs von CD44v (Hofmann et aL 1991) wurde aus menschlicher 
l5 Keratinozyten-cDNA durch Polyrnerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Die beiden PCR-Primer 
S'-CAGGCTGGG AGCCAAATG A AG A A A ATG -3'. Positionen 25-52, und 5'-TGATAAGGAACGATTGA- 
CATTAGAGTTGGA-3', Positionen 1013 — 984 der LCLC97-varianten Region, wie von Hofmann et al. be- 
schrieben, enthielten eine * EcoRI-Erkennungsstelle.-die benutzt wurde, urn das PCR-Produkt direkt in den 
Vektor pG EX-2T(Smith et aL 1988) zu klonieren. Das resultierende Konstrukt (pGEX CD44v HPKII. v3 — vlQ) 
20 kodiert fur ein Fusionsproiein von —70 kD. 

Urn Subkione der varianten Regionen zu erhalten, die fur Affinitatsreinigungen und Western-Blot-Analysen 
verwendet werden konnten, wurden Fragmente k!oniert,die D! (v3), DII/III (v5, v6). und Dili (v6, v7) enthielten, 
wobei die passenden Restriktionsschnittstellen verwendet wurden. Fusionsproiein Dl enthalt die CD44-Se- 
quenz, die von Stamenkovic et al.(1989) beschrieben wurde, von Position 744 bis zur Position 142 der Sequenz 
25 von variantem CD44, wie sie von Hofmann et al. (1991) beschrieben wurde. Fusionsprotein DII/III enthalt die 
variante Sequenz von Position 290—460, Fusionsprotein Dill die variante Sequenz von Position 378 — 638 
(Hofmann et aL 1991). Die Dl und Dill enthaltenden Fragmente wurden in das pGEX-Vektorsystem, das 
DII/IlI-Fragment in den pATH-Vektor (Angel et aL 1988) kloniert 

30 Polyklonales Antiserum 

Die Herstellung und Reinigung des polyklonaien Antiserums gegen die variante Region des CD44-Molekuls 
ist in der Literatur beschrieben (Heider et aL 1993). Die Exonspezifitat des Gesamtserums (anti-CD44v3 — vlO) 
ist in Fig. 1 angezeigt (Balken vCD44 polyclonal). 
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Monoklonale Antikorper 



Weibliche BALB/c-Mause wurden mit affinitatsgereinigtem Fusionsprotein imrnunisiert, das aus pG^ 
CD44v 1IPK.II (Exons v3— vlO) wie oben beschrieben erhalten wurde. Milzzellen eine Tieres mit hohem Antikor- 
pertiter wurde mit P3X63Ag8.653-MyelomzeIlen unter Verwendung von Polyethylenglykol 4000 fusioniert. 
Hybridome wurden in HAT-Medium selektiert (Kearney et aL 1979). Bestimmung der Antikorpertiter im Serum 
sowie das Antikorperscreening wurden mittels ELISA durchgefuhrt. Die Microtiterplatten wurden mit Fusions- 
protein beschichtet, mit seriellen Verdiinnungen von Serumproben oder Hybridomaiiberstanden inkubiert, und 
spezifische Antikorper wurden mit Peroxidase-gekoppelten Antikorpern gegen Maus-IgG detektiert. Hybrido- 
me, die mit Glutathion-Transferase reagierten, wurden eliminiert Die verbleibenden Antikorper wurden mit 
ELISA-Tests weiter charakterisiert, wobei. Fusionsprotetne der variablen Domanen Dl (Exon v3), DII/III (Exons 
v5, v6), Dili (Exons v6, v7), DI-IV ( Exons. v3-v8), DIII-VI (Exons v7-vl0) bzw. v6 (Exon y6) verwendet wurden. 
Die Reaktivitat der Antikorper mit menschiichen Hautkeratinozyteri wurde immunhistochemisch untersucht. 
Die Exonspezifitat der verwendeten Antikorper (NKLI-P1, vCD44[polyk)onal], VFF4, VFF7, VFF8, VFF9, 
so VFFll, VFF14 und VFF16) ist in Fig. 1 dargestellt. 

Beispiel 2 
Immunhistochemie 



Gefrierschnitte wurden in eisgekiihhem Methanol 10 min. fixierfin PBS (8 g/I NaCl, 0^ g/1 KCI, 1.44 g/1 
Na 2 HP0 4 , 0.24 g/l KH2PO4, pH 7.4) gewaschen und mit normalem Ziegenserum (10% in PBS) prainkubiert 
Dann wurden sie 3x mit PBS gewaschen und fur 1 Stunde mit dem Primarantikorper (in PBS, 1% BSA) 
inkubiert. Endogene Peroxidase wurde mit 03% H2O2 in Methanol blockiert und die Schnitte mit biotinyhertem 
Zweitantikorper (entweder anti-Maus oder anti-Kaninchen F(ab')2, DAK.O Corp., Santa Barbara, CA, USA, 
abhangig vom verwendeten Primarantikorper) inkubiert Der Immunkomplex wurde mit Meerrettich- Peroxida- 
se visualisiert, die als Streptavidin-Biotin-Peroxidasekomplex an Biotin gekoppelt wurde (DAK.O). Nach dreiliig- 
minutiger lnkubation mit dem Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex wurden .die Schnitte mit 3,3-Amino- 
9-ethyl-carbazol (Sigma Chemicals, Deisenhofen, Deutschland) fur 5 bis 10 min. entwickelt und die Reaktion mit 
H 2 0 abgestoppt. Die Zellen wurden mit Hematoxylin gegengefarbt, mit Glyzenn-Gelatine emgedeckelt und 
mikroskopisch untersucht , * Tlimnrp . 

Untersucht wurde eine Gesamtzahl von 70 normalen und pathologischen Kolonproben (s. o.; lumo ^ n 
wurden als "positiv" bezeichnet, wenn mehrals 10% der Tumorzellen angefarbt waren. Waren wemger als 10 /o 
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der Tumorzeilen gefarbt, wurde dies als lokai" bezeichneu 
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Patentanspruche 

dadurch gekennzeichnet, datf dieses venanreii «ui u prmehreren Epitopes die von e nem oder 

Exons des Gens CD44 und/oder auf dem Nachweis von einem oder menreren tpuopen, «i 

QATPS STTEETATQKEQWFGNRWHEGYRQTPREDSHSTTGTA , 
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4. Verfahren nach i 
diums angewendet 

TCCAGGCAACTCCTAGTAGTACAACGGAAGAAACAGCTACCCAGAAGGAACAGTGGT 
TTGGCAACAGATGGCATGAGGGATATCGCCAAACACCCAGAGAAGACTCCCATTCGA 

CAAGAGGGACAGCTG 

oder eine degenerierte oder allele Variante oder ein Fragment oder einen Gegenstrang dieser Sequenz 
Tve" wendung der Nuk.einsaure gemaB Anspruchen 5 bis 6 zur Diagnose und/oder Analyse von Ko.onkar- 
fveTendung der Nukleinsaure gem.fl Anspruchen 5 bis 6 zur Diagnose und/oder Analyse von Metasta- « 
9 C Antikorper gegen variants CD44. dadurch gekennzeichnet, daB er gegen ein Epitop gerichtet ist, das in 
der Aminosauresequenz von Exon v6, 
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Q ATPS S TTE ETATQ KEQVJFGNRWHEG YRQTPREDSES TTGTA, 



vorzugsweise 

TTE ETATQ KEQWFGNRWHEG YRQTPRED 

oder einer alleien Variante oder einem Fragment dieser Sequenzen enthalten ist 
1 0. Antikorper nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, daB er monoklonal isL 

1 1. Antikorper nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Fab- oder F(ab') 2 - Fra g meni eines 
Immungiobulins, ein rekombinant hergestellter single-chain-Antikorper (scFv) oder ein chimarer bzw. 
humanisierter Antikorper isL 

12 Verwendung eines Antikorpers gemaB der AnsprGche 9 bis 11 zur Diagnose und/oder Analyse von 
Kolonkarzinomen. 

13. Verwendung eines Antikorpers gemaB der Anspruche 9 bis 11 zur Diagnose und/oder Analyse von 
Metastases _ 

14. Mittel zur Verwendung bei der Diagnose und/oder Analyse von Krebserkrankungen, geeignet fur ein 
Verfahren gemaB den Anspruchen I bis 4. ■ 

15. Mittel zur Verwendung bei der Diagnose und/oder Analyse von Krebserkrankungen. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es eine Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 5 bis 6 enthalt 

16. Mittel zur Verwendung bei der Diagnose und/oder Analyse von Krebserkrankungen. dadurch gekenn- 
zeichneudaBeseinen Antikorper gemaB einem der Anspruche 9 bis 11 enthalL 

1 7. Mittel nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB es in der Form einer Verpak- 
kungseinheit vorliegt, in der mehrere Komponenten separat enthalten sind. 
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